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La difraccion de la luz determina el limite de resolucion
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Convoluciéon y deconvoluciéon en microscopia de fluorescencia
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Fink y cols. 1998



éImporta el tamaino cuando se trata de resolucion
en microscopia optica?
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éQué pasa con las estructuras de menor tamano que el limite de la resolucion?

El didmetro de un tubulo
de RE es

<40 nm, lejos de los ~ 250
nm de resolucion de la
Optica convencional

El didmetro de una vesicula
sinaptica es ~ 40 nm.

Cooney, J Neuroscience, 2002



¢ Localizacion y/o colocalizacion?



Aberraciones de la PSF en imagenes de microscopia confocal

Especimen:

Esferas fluorescentes »
Aberracion

de 170 pm == cromaticaen XYy

Objectives: en/’Z

100x 1.4 NA (PlanAPO
del mismo fabricante).

Barra: 1 pm

Waters y cols. 2008
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Discriminacion visual de estructuras fluorescentes puntuales
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Calculo de colocalizacion y CDA

A. 100% colocalization 0% colocalization




Calculo de colocalizacion y DDA
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Calculo de colocalizacion y CDA
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Etapas del procedimiento

DECONVOLUCION

SEGMENTACION

COEFICIENTE DE COLOCALIZACION (MANDERS)
VALIDACION ESTADISTICA

CONFINAMIENTO SUBCELULAR



Deconvolucion de las sefales fluorescentes de GABABRl/RZ

GABAgR2 Merge GABAsR1/R2

GABAgR1
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Segmentacion de las sefales de GABABRl/RZ en dendritas

a partir de imagenes confocales




Segmentacion y confinamiento para el calculo de colocalizacion
SEGMENTACION

#ls_2DView | -> Image Dimensions ( 512 [x], 512 [y] ).

SEGMENTACION
1

2

81 0-511 [x] | 0-511 [y]

@10-511 [x] | 0-511[y]

1
.
[}
L}
.
.
{
¥




Eleccion de un coeficiente de colocalizacion apropiado:
Coeficientes de Manders

Z Lomronarony Z Leparonnron)
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Informacién derivada de M1/M2 y sus componentes:

1. Cantidad de sefall/2 que esta presente dentro de una estructura dada
(Ich1/2(R0I1/2))

2. Cantidad de sefal1/2 que colocaliza con la otra (| hl/Z(ROIlﬂROIZ))
C

3. Entrega las respectivas fracciones de sefiales colocalizadas o no colocalizadas (M1/M2)




Significancia estadistica de |la colocalizacion:
Algoritmo de confinamiento definido (CDA)
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Las subunidades GABA,R1 y GABA,R2 estan segregadas en compartimientos

intracelulares de dendritas primarias

GABA_R1 GABA_R2

21 div ' 21 div

GluR2/GluR2 GluR2/GIuR2




Las subunidades GABA,R1 y GABA,R2 estan segregadas en compartimientos
intracelulares de dendritas primarias
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GABA,R1y GABA,R2 existen como homomeros y no cambian su colocalizacion
durante la maduracion neuronal en axones
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Golgi satélites
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Reticulo endoplasmatico
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